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論文内容の要旨
代表的なフラビン酵素の 1つであるD-アミノ厳酸化酵素(DAu)は.D-アミノ酸を基質として酸化的脱ア
ミノ反応を触媒しケト椴とアンモニアを生成する酵素である。今回.x線結品解析法を用いてDAOの立
体構造を決定したυ 活性部{立のタンパク質一補酵素基質アナログの相互作用はこれまでに提案されて
いた 2つの有力な反応機構が誤りであることを示した。そこでX線構造に』毒づいて.新たに 2つの反応機
構を提案したの
DAO・安患再酸復合体の結品化をハンギングドロップ蒸気拡散法で行い，重j原ヂ同形置換法により初
期位相を決定した。長終的に10.0-2.5λの反射を用いて十20.7%の構造を得た。 DAOの活性部位には安
患香酸が結合しており，そのカルボキシル基はDAOのArg283のグアニジノ基とTyr228の水政基と相互作
用をしていたの続いて反応機構を明らかにするため，安息香酸よりも実際の某質に近~\o アミノ安息香酸
およびトリゴネりンとの複合体結晶のX線解析を行った。。ーアミノ安息香酸は一分子qJにカルボキシル基
とアミノ某の両hー を有し基質 (D-アミノ酸)に近い構造を持つ阻害斉1であり， トリゴネリンは分子内に
正電荷を持たせた阻害斉IJで、あるつこれら 2種の複合体の結晶をソーキング訟で作成し，構造解析を行ったの
この 2つの構造と他の実験事実から次のような結論を得た。 l)DAOは基質のカルボキシル基をArg283と
Tyr228で、認識しアミノ拡をGly313で‘認識する。 z)活性部位で某質のアミノ某はql性型で存在し.アミノ
茶の非共有電子対がフラビン環へ電子移動する心 3)基質のα水素はプロトンとしてフラビンのN(5)へ移る。
さらに，実際の醇素一基質憧合体のモデル構造に基づいて，新たな2A需の反応機構 (EPE機構，イオン反応
機構)を考えた。
最後にDAOと真の基質D-Proを反応させた後の権合体(反応中間体)の結晶を急速冷却法により得.その
構造解析に成功した。この活性部{il.の構造はこれまで仮定していた活性部位構造の配置と同じものであっ
た。このことは，モデル描造をもとに考えてきた新たな反応機構案を主持している。
論文審査の結果の要旨
。ーアミノ酸般化併京(DAO)は.最初jの高写動物フラビンとしてブタ腎臓から発見されて以;K，膨大な研
究がなされてきた代表的なフラビン酵素である。 4の研究の蓄績にもかかわらず， DAOの触媒反応機構
については論争が続き，互いに矛盾する 2つの反応機構が提案されていたのこの問題を解決するための長
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も頁:要な謀題はDAUの立体構造を決定しその活性部位における‘タンパクー補酵素一主主質'相互作用
の詳細を明らかにすることであった。ブタ腎臓由米のDAOはー益体酵素であり，各サブユニットは-個
の補酵素，フラビンアデニンジヌクレオチド (~'AD) を結合しているの DAOは酸件ーアミノ酸を除く D-アミ
ノ酸を基質とし酸化的脱アミノ反応により.ケト厳とアンモニアを生成するの本論文は， DAO， DAO・基
質アナログ複合体およびDAO・ィミノ厳複合体の高次構造を.単結品X線解析法を闘いて決定し.分子
の全体構造，活性部位の基質認識機構.および触媒反応機構を明らかにしたものである。
大腸菌を用いて大量発現したDADを試料として結晶化を行いX線解析に適する結晶を得た。 4種類の
重原子誘導体を作成し，同形置換法を用いて.2.5A分解能でDAO・安息香酸複合体の高次構造を決定
した。続いて放射光データ (PF)を使用して.DAO・nアミノ安息香酸複合体とDAO・トリゴネリン複
合体の高次構造を分子量換法により2.5λ分解能で決定した。さらにDAOと基質の反応中間体である
DAO・ィミノ酸複合体結晶をソーキング法により作成し瞬間凍結法により放射光岡析データ CSpring-8)
を収集することに成功した。このデータを使ってDAO・ィミノ厳複合体の高次構造を2.5A分解能で決
定した。
DAO・安息香酸の構造より，各サブユニットにー・個存在する活性部位は分子の内部の空孔にあるω こ
の活性部位の構造で車も重要な発見は反応機構の前庭となっていた基質のプロトンを引き抜く塩基が存在
しなかったことである。このため従来の反応機構は否定されることとなったの真の反応機構を明らかにす
るために.DAO・O.アミノ安息吾般の構造を利用して.DAO・基質複合体モデルを構築した。二のモデ
ルにもとづいて.新たに 2つの反応機構， E問機構とイオン反応機構を提案した。真の反応中間休であ
るDAO・イミノ酸複合体の構造はこれらの反応機構を支持するものであった。
以上のように，本論文は.DAO. DAO・基質アナログおよびDAO・基質中間体の立体構造にもとづい
て，酵素の機能を解明したものであり，構造化学の発展に寄与する多くの成果を得ており，博寸:(理学)
の学位を授与するに値するものと審査した。
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